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© Dlagftostische Doalerungselriheit zur Uraasabesttmmuhgi 

@ Zur Ureaaebeatlfnmung dient elne wasserfrete 
Dosierungseinbeit vorzugswelse In Form Bines fa- 
sten Komprimats, die Harnatoff. aine Puffereubstanz 
fQr den Berelch pH 9,0 - 7,6 und elnen pH-fcndikator, 
der tm pH-Berelch 5,5-8,$ elnen Fartximschlag hat 
in einer zur Ureasebestimmung geefgneten Mange 
enthitt 
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Die Erfindung b trifft ein diagnostisches Hilfs- 
mittel in Form einer fasten Dosierungseinheit zur 
Bestimmung von Urease. Die Zersetzung von Harn- 
stoff 2u Ammoniak urtd Kohtendioxyd durch das 
Enzym Urease wird anarytisch sowohl zur Bestim- 
mung von Hamstoff mitteis Urease enthaftender . 
Reagerumischungen ais aucri zur Bestimmung von 
Urease mitteis Hamstoff enthaftender Reaoenzmh 
schungen angewendet. 

* 

Stand dor Technlk 

Die Bestimmung von Urease in Biopsaten dor 
Magenschleimhaut hat Bedeutung bei der Diagno- 
se von Magenerktankungen, die durch Infektionen 
mlt Campylobacter pyloridis verursacht and Die 
Anwesenheft dieses Bakteriums wird MSufig diagno- 
• stlziert, indem man ein Biopsat der Magenschleim- 
haut in ein Hamstoff enthaltendes Kulturmedium 
elnbringt und einen Farblndikator zum Nachweis 
von Ammoniak zusetrt In diesem Fatle stammt die 
Urease aus den im Kulturmedium. gewachsenen 
Keimen. Ein fur diese Bestimmung geeignetes Kul- 
turmedium ist ais Christensen-Hamstoffagar (vgl. 
W.B. Christens**, Joum. Bact.52, S.461. 1046) 
bekannt 

QemSa EP-A 204 438 wird eine wa"Mge Rea- 
genzmlschung aus Hamstoff, einem Bactertcid urtd 
einem Farblndikator zum Nachweis von Urease ein* 
gesetzt Das Bacterldd unterbindet jegCches Keinv 
wachstum, so dad nur der Urease-Gehait der unter- 
suchten Probe festgestelft wird, jedoch nicht die 
erst im Testmedium durch eingebracrrte ureasebll* 
dende Keime entwtckefte Urease. 

Die Handhabung der wiflrigen Reagenzmi- 
schung erweist sich jedoch in der Laborpraxis ais 
verhSltnisrnSBig aurfwendig. Daher wurde in dem 
genannten Dokument vorgeschlagen, das w&Srfge 
Medium durch getbildende ZusStze, wie Agar, in 
einen haJbfesten Zustand zu bringen. in dieser 
Form werden Dosierungseinhelten ffJr Bnzetbe- 
stlmmungen in wasserdichte und verdunstungsge- 
schOtzte Packungen eingeschtossea Wegen der 
hohen Anforderungen an die Verpackung k5nnen 
deren Kosten diejerdgen fQr die Reagenzmischung 
seibst welt Qbertreffen. 

Durch die AnwesenheH von Wasser wird alter- 
dings der Hamstoff langsam zersetzt, wodurch Am- 
moniak freigesetzt und ein vorzeitiger Farbunv 
schlag bewirtd wird. Um dies zu verhindem, enthai- 
ten die bekannten Prfiparate einen Puffer, welcher 
einen pH-Anstieg bei der Freisetzung von Ammoni- 
ak verhindert Da der Urease-Nachw is aber gera- 
de auf der Feststellung der Ammoniakfrelsetzung 
beruht mud die Menge des Puffers so bemessen 
werden. dad er zwar ine geringe Menge von hy- 
droryfc'sch erzeugtam Ammoniak abfangt, aber bei 



einer grttferen Menge Ammoniak. die beim 
Urease-Test gebtldet wird. einen ph-Anstteg und 
ein n Fartnimschlag des Indikators zuta^t Wird ole 
Puffermenge niedrig bemessen, so ist die Pufferka- 

5 pazitfit genrig und die Lagefftrugkeit der Packung 
entsprechend begrenzt; nach Verbrauch des Puf- 
fers trttt Farbumschlag infolge der wettergehenden 
Hamstoffhydrolyse sin. Wird die Puffermenge ric- 
her bemessen, so ffcngt bei der Anwendung einer 

10 frisch beretteten Testpackurtg der Puffer das durch 
Urease gebildete Ammoniak sotange ab, bis er 
verbraucht ist Erst danach kann ein Farbumschlag 
' auftrelen. Dadurch wird die Geschwindigkeit der 
PrQfung vermindert und vor allem ihre Empfindlich- 

i6 keit deutiich verschlechtert 



Autgabe und Usung 

20 Der Erfindung liegt ole Aufgabe zugninde, far 
die Urease-Bestfmmung eine verbesserte Dosie- 
rung8einheit bereitzustellen, die fQr EInzelbestim- 
mungen ieicht zu handhaben, einfach zu verpacken 
und unbegrenzt iagerfthig ist eine hone Empfind- 

25 lichkeit hat und das Ergebnis schnell erkennen UUIt 
Dlese Ziele werden bei einer Dosierungseinheit 
zur DurchfUhrung einer Ureasebestimmung m rite Is 
einer Reagenzmischung mit einem Gehaft an 
a) Hamstoff 

30 b) einer klelnen Menge einer Puffersubstanz 

far den Beretch pH 5,0 * 7,5, 

c) und einen pH-lndtkator, der im pH-Bereich 
zwischen 5.5 und 8,5. jedoch obemalb des Puffer* 
bereichs einen Farbumschlag hat, 
9$ dadurch erreicht, dafl die Dosierungseinheit frei von 
Wasser ist und wenigstens die Besiandtelle a und 
b in einer zur Ureasebestimmung geeigneten Men- 
ge enthSft Die Dosismengen werden auf den Be- 
darf fQr eine Einzelbestimmung an einem 
40 Magenschieimhaut-Biopsat oder fOr eine definierte 
Mehrzahl solcher Bestimmurtgen bemessen. 

Zur besseren Erifiutening der Erfindung dienen 
die Figuren 1 und 2: 

Rgur 1 zeigt den Querschnitt durch eine 
4$ erfmdungsgemSBe Doefeningselrtheft in Form eines 
Komprimats im vergrdfierten Mafistab. 

Flgur 2 steltt schematlsch eine PrtHanord- 
nung dar. 

Flgur 3 zeigt im vergro" Barton Querschnitt 
so eine mit der Reagenzmischung gefUHte Steckkap- 
set 



Wirkung und Vorteile der Erfindung 

55 

Die Dosierungseinheit ist dem Gebrauchs- 
zweck optimal angepaBt, da sie ais abgeschlosse* 
ne, fests Dosi rungseinheit einfach zu handhaben 
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und dure* d»e Anwendung einfacher Hersteltungs- 
verfahren fUr pharrnazeutische Dosierungseinheiten 
bifcg hersteilbar ist Vor allem ist durch die Abwe* 
senheit von Wasser die Gefahr dar Hydrofyse des 
Hamstofls wShrend dar Lagerung ausgeschlossen. 
Ebenso ist eine VerSnderung der Beschaffenhert 
durch Verdunsten von Wasser ausgeschlossen, 
Daraus ergibt sich aine nahezu unbegrenzta Lager* 
fMhtgkeit bei sachgerechten Lagerungsbedingun* 
gen. Durch einen. vermtnderten Bedarf an Puffer- 
substanzen ist die Ureasebestimmung schneller, 
sicherer und genauer. 

Die bevorzugte AusfOhrungsform der erfin- 
dungsgemfiflen Dosierungseinheit Ist die Form des 
Komprimats, das die trockanen Bestandteite der 
Raagenzmtschung in verpreBter Form, in der Regal 
ate Tabietts, enthSNt Sie Wnnen jedoch auch ais 
Pulvermischung in geeignete Kapsaln aus Hartgela- 
tine oder einem anderen wassertdsllchen oder 
leJcht zerstdrbaren Werkstoff abgefODt seirt Zur 
Verpackung der Dosierungseinheiten sind aJle Ver- 
packungsmittel. die Oblicfterweise fUr Table tten, 
Kapsein und dergteichen verwendet warden, ver- 
wendbar. wie RSschchan oder R&hrchen, Blister* 
packungen oder folienvarsiegette PrOfngpfchen, In 
denen die Ureasebestimmung durchgefOhrt warden 
kann. 

Zur DurchfUhrung einer Ureasebestimmung 
nVrttels ernes Komprimats wird das zu prOfande 
Biopsat auf das Komprimat aufgebracht und rait 
einem oder einigen Tropfen Wasser befeuchtet. 
Oie in der Beagenzmischung enthaftena Puffersub- 
stanz dient ailein dazu, in dem wSBrigen PrOfmeoV 
urn eirten fUr die Reaktton gOnstigen pH-Wart von 
5,0 bis 7,5, vorzugsweise 8,5 bis 7*0. elnzustellen. 
Die daftk erforderfche Menge ist auflerordentnch 
gering und beeintrSchtfgt weder die Schneflfgkeit 
der Reaktion bis zum Bntritt des Farbumschlags 
noch die Empflndllchkelt 

Wird eine Dosierungseinheit verwendet, die die 
trockene Reagertzmischung in einer Kapsel enMtt 
so gibt man das Biopsat in eine kteine Menge 
Wasser und vermischt dieses mlt dem Kapselin- 
halt Bei wassaridsJlchen Kapsein genOgt as. die 
Kapsel in die wSfrfge Pr0fl6sung zu geben, wo sie 
sich aufldst und ihren Inhaft freigibt Nlcht oder 
schwer wasserldsllche Kapsein warden in der PrQ* 
fib sung zerdruckt und dabei der Inhalt freigesetzt 
Bei der DurchfUhrung der Ureasebestimmung in 
einem FKlsstgkeitsbehglter kann der pH-lnd/katar. 
fails er nicht in der Dosierungseinheit eingeschios- 
sen war, ais wfifirlge Ltisung zugetropft warden. 



Die B standtelle der Reagenzmischung 

Hamstoff wird vorzugsweise In einer Manga 
von 10 bis 320 mg pro BnzeibesHmmurtg dosiert 



Ais Puffersubstanzen eignen sich bekannte, In 
trockener Form lag rfflhige Substanzen, der n Puf- 
ferbereich zwischan 5,0 und 7.5, vorzugsweise 6.5 
bis 7,0, Jiegt Geeignst sind z.8. ICaliumdihydrogerv 

s phosphat und Dinatriumhydrophosphat Eine Men- 
ge von 0,01 bis t mg pro Dosierungseinheft ist in 
dar Regei ausreichend. Mengen Qber 1 Gew.-% 
des Oosisgewichts solHen nicht verwendet warden, 
damjt die Empfindlichkoft der Bestimmung nicht 

to beeintrfichtigt wird. 

Dar pH-lndlkator sol) einen deuuTch wahmehrri- 
baren Farbumschlag oberhaib das Pirfferbereichs, 
jedoch nicht oberhalb pH 9 zeigan. Geeignete indh 
" katoren sind nachfolgand aufgeKstet, Jewells unter 

is Artgabe der Farben. vor und nach dem Umschlag 
und der pH-Werte des Urnschlagbereiches und * in 
Kiammenrt - der Umschlaghalbwertstufe: 
Bromkresolpurpur gelb/purpur 5,2/8,6 (6,12) 
p-Nitrophenol larbtes/gelb S.077,0 (7.0) 

20 Bromtnymolblau geib/blau 6,0773 (7,07) 
Phenolrot gelb/rot 6,8/8,4 (7,74) 
Nsutrairot 6,80,4 
Chinofinblau 7jQ/8jO 
Kresolrot getb/rot 7,2/8,8 (8,12) 

25 m-Wrophenoi farblos/geib (8,26) 

m-Kreaolpurpur gelbopurpur 7.4A.0 (8,3) 
Thymolblau gefb/blau 8.0/9.6 (8,89) y 

Mengen der Indikatoren von 0,001 bis 0,05 mg 
pto Dosierungseinheit sind in der Hegel ausrei- 

oo chendi Bei der Herslaltung von Komprimaten wird 
der indlkator in oie Dosierungseinheit elngearbeifet 
worm der Farbumschlag auf der OberflSche des 
Komprimats selbst beobachtat warden soil. Wird as 
dagegen bevorzugt, den Fe/bumscnlag in einem 

os gelrennten Medium zu beobachten, z,B. in einer 
Ideinen Wassermenge oder auf einem Fiiterpapier, 
so kann der Farbfndlkator auch darin enthalten 
seln. 

GemftB einer bevorzugten AusfOhrungsforrn 
40 enthfitt die Dosierungseinheit wefterhln ein keirotB- 
tendes MHtat, wie z*B. p^iydroxybenzoesSureester. 
Es dient bei sterifen Reagenzmischungen der Urv 
tardrQckung des Keimwachstums nach der Vnkuba- 
tion und kann bei nlcht eterilen PrSparaten die 
4S Kaimvarmehrung waVend der Lagerung vemJn- 
dera 

GemfiB einer wetteren bevorzugten AusfOh- 
rungsforrn enthfitt die Reagenzmischung, wenn sie 
zu einem KompHrnat verpreSt werden soil, einen 

so rnerten Extender. Er kann das 1- bis 50-fache Voiu- 
men der im Komprimat enthaitenen Bestandteite a 
bis c auemachen und dient dazu, der ftlr die Ein* 
zelbestimmung erforderllchen Menge dar BestanoV 
telle a, b und gegebenenfafla c eine leicrrt hand- 

as habbare Gestatt und Grdfle zu geben. Die genartn- 
ten Bestandtelle ailein ergeben in der erforderU* 
chen Menge eine $ahr geringe KomprimatgrdOe, 
die sich weniger lalcht handhaben ISLOt 8ts ein 



3 



5 



EP 0 369 292 A1 



6 



Komprimat der angBstrebten Meng von 20 bis 
1000, vorzugsweise 50 bis 500 mg. 

Der Extender ist als inert anzusehen, wenn er 
die Urease-Bestimrnung nicht beeintrichtigt. Er 
darf vor aJJem don pH-Wert bei der Bestimmung 
nicht aus dem gewQnschten Bereich bringen Oder 
den pH-Anstieg wfihrend der Ureasebestinvnung 
unterdrQcken. Wortemin darf er die AWvitSt der 
Urease nicht herabsetzen oder selbst auf Hamstoff 
hydrolysierend wirken. Schliefllich darf er keine 
Farbstoffe enthalten, die den Farbumschlag des 
Indikators nicht oder schwa* erkennen lassen, Ge- 
eignel sind z.B. NatriurfKarboxymethyhStfirke, Cel- 
lulose und Cefluk>$eabk5mmllrige, wle Methyteellu* 
lose, Carbcocymethylcellutose, Hydroxypropyfceilu- 
lose. Hydroxypropylmethylceliulose. sowie anorga* 
nische unldsliche Substanzen, wie Caldumcarbonat 
oder kolloidales SlUdumcSoxid. 



Aufbau der Dosierungseinheit 

Zur Herstellung von Komprfmaten warden die 
Bestandteile der Reagenzmischung in der gebote- 
nen Reinhett und mit geeJgneter Tellchengrdfle 
g(etehT6rmlg vermlscht und in an sich bekannter 
Weise zu Komprfmaten 1 verpreft. Ihre Forrh und 
QrfiBe sbllte fflr die DurchfOhnmg von Bnzelbe* 
stimmungen von Biopsaten geeignet sein. Das Ge- 
wicht elnes Kornprfmata Hegt in der Reget unter 1 
g, vorzugsweise unter 500 mg, beispialsweise zwi- 
schBn 20 und 200 mg. Das bevorzugte, Gewicht 
betrggt etwa 30 mg. Die Gewichtatolerariz ist hoch. 
Die Form soflte der Handhabung betm Aufbringen 
des Btdpsats urid einiger Wassertropfen entgegen- 
kommen. Vorteilhaft stnd flache runde Tabletten 
von 3 bis 25 mm Durchmeeser, wobei die Oberflfi- 
chen 2 leicht konkav gestaltet sein kOnnen. 

Die Komprimate kdnnen fflr Schnelltests zum 
Screening von Biopsaten unsteri) verpackt warden, 
werden jedoch zum Ausschlufi von fatech positiven 
Ergebinsseh vorzugsweise sterifisterL 

Die fOr eihe Dosierangseinheit vorgesehene 
Menge der putverfdrmfgen Reagenzmischung 3 
kann aiich in eine Steckkapsel aus rwei Kapseihglf- 
ten 4. 5 abgeffJftt warden. HandeisObllche Stack- 
kapseln aus Hartgelatine oder synthetischen was- 
serWsiicheh Pblymeren sind dafUr geeignet Da in 
dieserh Fail ale Mitverwendung von Extendem 
nicht slnhvoll 1st. genGgen sehr kleine Kapseln. 
belspielsweise von 5 bis 10 mm Gr5Ce, Es ist auch 
m6gllchv die Dosfsmengen zwischen zwei Metail- 
oder Kunststoffofien einzusiegeln oder einzuschwei- 
fleh. GrundsfitzBch ist jede Dosierungsform geeig- 
net, aus der sich die trockene Reagenzmischung 
leicht in eihe PrffflSsung einbringen OJtt. 



Die Amv ndung der DosierungselnheK 

Wenn alleBestandteife a bis c der Reagenzmi- 
schung sowie gegebehenfalls etn Extender in & 

s nem Komprimat enthalten sind und das Biopsat auf 
dessen Oberfiache aufgebracht wird, tritt der Fa/b» 
umsc^lajEj bei posibvem Befuhd urimfflaibar auf der 
Oberflfiche des Komprimats in Erscheinung. Sne 
noch h5here Empfindlichkelt wird erreicht wenn 

io das Komprimat 1 wflhrehd der Bestimmung auf 
elner trockenen, saugfaWgeh. dOnrien Unterlage. 
z.B. einem FiJterpapier 6. liegt so dafi das w&firige 
PrOfmedium dort aufgesaugt wird und deh mftge* 
fUhrten pH*(ndikator ate farbigen Ring 7 urn das 

is Komprimat erkennen ISflt Bel dleser Art der Be- 
stimmung braucht der pH-mdikator nicht im Kom- 
primat setost enthalten zu sein, sondem kann sich 
in der saugfahigen Unterlage befinden. 
• Die Urease-Bestimmung kann auch in einer 

20 etwas grSfieren FMssigkeftsrnenge vorgenommen 
werden, belspielsweise 0.5 bis 2 ml. In dlesem Fall 
werden an die Gestalt der Dosierungseinheit keine 
wetoren Anforderungeh gesteltt ate dafi sie leicht 
handhabbar ist und die enthaJtane Reagenzrni- 

25 schung In der PrOfflDssigJceit schneH frefgesetzt 
werden kann. Komprimate und gefcapsette Dosle- 
rungseinneiten sind in glelcher Weise verwendbar. 
Der Farbumschlag boi Ureasegehan ist dann in der 
PrOfflOssigkert selbsterkennbar. 



AnsprOche 

1. Dosierungeelnheit. zur DurchfOhrung einer 

39 Ureasebestirnmung mlheis einer Reagenzmischung 
mit einem Gehait an 

a) Hamstoff 

b) einer Puffersubstahz fOr den Bereich pH 
5,0 bis 7.5. 

40 c) und emem pH4ndikator i der im pH-Be- 
reich zwischen 5^ und 8,5. jedoch oberhaJb des 
Pufferbereichs eineh Farbumschlag hat 
dadurch gekennzefchnet 

dafi die P^erungseinheit frei von Wasser ist und 
48 wenigstens die Bestandteile a und b In einer zur 
Ureasebestimmuhg geolgneten Menge ehthfllt 

2. Dc^erunoseinhert nach Anspruch 1 , dadurch 
gekenmeichr>Gt ( dafi sie zusfltzlicn eln kelmtSten- 
des Mrttel enthSIt 

so 3. pc^orungsefnhoit nach Anspruch 1 oder 2. 
dadurch g^kanrizelcnnet dai die Kbmponente c 
Bestandteit der Dosierungseinheft ist 

4. &>siefungselnhelt nach einem oder mehre- 
reh der ArtsprOche 1 bis 3. o^chirch gekennz ten- 

95 n t dafl sie die Form elnes Komprimats hat 

5. DcwNerungseinheit nach Anspruch 4, dadurch 
gekemuetehaet dafi sie eineri Inerten Extender 
enMIt 
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6. Dosierungseinhert nach Inem Oder mehre- 
ren der AnsprCche 1 bis 4, dadurch gdkannzeicrt- 
net, da£ sie in inem mft inem Verschlufl versehe* 
nen BehS Iter dicht eingeschlossen 1st 

7. DoslerungsetnheK nach Anspruch 4, dadurch 9 
gekennzetchnet, daft das Komprimat ein Gewicht 
unter 1 g, vcrzugsweise unter 500 mg hai 
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The invention relates to a diagnostic aid in the form of a / l* 
solid metering unit for the determination of urease. The breakdown of 
urea into ammonia and carbon dioxide through the urease enzyme is used 
analytically both for urea determination by means of reagent mixtures 
containing urease and for urease determination by means of reagent mixtures 
containing urea. 
State of the art 

Urease determination in biopsates of the gastric mucous membranes 
is of significance in the diagnosis of gastric diseases which are caused 
by infections with Campylobacter pyloridis . The presence of this bacterium 
is frequently diagnosed by introducing a biopsate of the gastric mucous 
membranes into a culture medium containing urea and by adding a stain 
indicator to detect ammonia. In this case, the urease originates in the 
germs grown in the culture medium. A culture medium appropriate for this 
determination is familiar to the art as the Christensen urea agar (compare 
W.B. Christensen, Journ. Bact., 52, p. 461, 1948). 

In accordance with EP-A 204438, an aqueous reagent mixture of urea, 
a bactericide, and a stain indicator are used to detect urease. The 
bactericide prevents the growth of the germs, so that only the urease 
content of the analyzed sample is determined, but not the urease which 
only developed in the test medium as a result of the introduced 
urease -forming germs. 

However, in laboratory practice, the handling of the aqueous reagent 
mixture proves to be relatively cumbersome. Therefore, the mentioned 

* Number in the margin indicates column in the foreign text . 
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document proposed bringing the aqueous medium to a semi-solid state by 
means of formed additives, such as agar. In this form, metering units 
are locked into waterproof and evaporation-protected packages for 
individual determinations. Due to the high demands placed in these 
packages, their costs can far exceed those of the reagent mixture itself. 

However, due to the presence of water, the urea is broken down slowly, 
whereby ammonia is released and a premature color change is brought about. 

To prevent this , the familiar preparations contain a buffer which prevents 
a rise in the pH during the release of ammonia. However, because the 
detection of urea is based on just that release of ammonia, the amount 
of the buffer must be apportioned in such a way that, while it captures 
a small amount of hydrolytically produced ammonia, it will permit a rise 
in the pH and a color change of the indicator with a larger amount of 1 2 
ammonia that is formed during the urease test. If the apportioned buffer 
amount is low, the buffer capacity is low and the shelf life of the package 
is limited accordingly; after the buffer has been used up, a color change 
occurs as a result of the progressive urea hydrolysis. If the apportioned 
buffer amount is higher, the buffer captures the ammonia formed by the 
urease, if a freshly prepared test package is used, until it is used up. 

Only after that, can a color change occur. As a result, the speed of 
the analysis is slowed down and, above all, its sensitivity markedly 
deteriorates . 
Objective and realization 

The invention is based on the objective of providing an improved 
metering unit for the urease determination which is easily handled for 
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individual determinations, simple to package, and has an unlimited shelf 
life, a high sensitivity, and allows the results to be quickly recognized. 

With a metering unit for carrying out the urease determination by 
means of a reagent mixture with a content of 

a) urea, 

b) a small amount of a buffer substance for the pH range 5.0 

- 7.5, 

c) and a pH indicator which has a color change in the pH range 
between 5.5 and 8.5, but above the buffer range, 

these objectives are realized in that the metering unit is anhydrous and, 
at least, contains the components a and b in a quantity appropriate for 
the urease determination. The metered amounts are apportioned for an 
individual determination on a gastric mucous membrane biopsate, or for 
a defined number of such determinations. 

Figures 1 and 2 serve to better explain the invention: 

Figure 1 shows the cross-section through an inventive metering 
unit in the form of a compressed product on an enlarged scale. 

Figure 2 schematically depicts an analysis arrangement. 
In an enlarged cross-section, Figure 3 shows a plug-type capsule 
filled with the reagent mixture. 
Action and advantages of the invention 

The metering unit is optimally adapted to the purpose of use because 
it is easily handled as a sealed solid metering unit and can be 
inexpensively produced by using simple production methods for /3 
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pharmaceutical metering units. Above all, due to the absence of water, 
the danger of a hydrolysis of the urea can be ruled out in storage. Also, 
a change of the properties due to the evaporation of water can be ruled 
out. This results in a nearly unlimited shelf life under the appropriate 
storage conditions. Due to a reduced requirement for buffer substances, 
the determination of urease is quicker, safer, and more accurate. 

The preferred configuration of the inventive metering unit is the 
form of the compressed product which contains the dry components of the 
reagent mixture in a pressed form, usually, as a tablet. However, they 
may also have been filled as a powder mixture in appropriate capsules 
of hardened gelatine or another water-soluble or easily destroyed 
material. To package the metering units, any packaging means that are 
normally used for tablets, capsules, and similar can be employed, such 
as small flasks or tubes, blister packs, or foil-sealed test cups in which 
the urease determination is carried out. 

To carry out a determination of urea by means of a compressed product, 
the biopsate to be analyzed is deposited on the compressed product and 
wetted with one or several drops of water. The buffer substance contained 
in the reagent mixture alone serves to set a pH value of 5.0 to 7.5, 
preferably, 6.5 to 7, in the aqueous test medium, which is favorable for 
the reaction. The amount required for this is exceptionally small and 
neither adversely affects the speed of the reaction until the occurrence 
of the color change nor the sensitivity. 

If a metering unit is used which contains the dry reagent mixture 
in a capsule, the biopsate is added to a small amount of water and mixed 



5 



with the contents of the capsule. With water-soluble capsules, it suffices 
to put the capsule into the aqueous test solution, where it dissolves 
and releases its contents. Capsules that are not water-soluble or poorly 
soluble in water are crushed in the test solution while their contents 
are released. When carrying out the urease determination in a liquid 
container, the pH indicator can be dripped in as an aqueous solution, 
if it is not enclosed in the metering unit. 
The components of the reagent mixture 

Urea is preferably metered in at a quantity of 10 to 320 mg per 
individual determination. 

Appropriate buffer substances include familiar substances which /4 
can be stored in dry form, the buffer range of which is between 5.0 and 
7.5, preferably, 6.5 to 7.0. Potassium hydrogen phosphate and disodium 
hydrophosphate are appropriate for instance. As a rule, an amount of 
0.01 to 1 mg per metering unit is sufficient. Quantities in excess of 
1 wt.% of the dosage weight should not be used, so that the sensitivity 
of the determination will not be adversely affected. 

The pH indicator is to exhibit a markedly noticeable color change 
above the buffer range, but not above pH 9. Appropriate indicators are 
listed below with their respective color information prior to and after 
the change of the pH values of the change range and - in parentheses - 
the half -value step of the change: 

bromocresol purple yellow/purple 5.2/6.8 (6.12) 

p-nitrophenol colorless/yellow 5.0/7.0 (7.0) 

bromothymol blue yellow/blue 6.0/7.6 (7.07) 
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phenol red yellow/red 6.8/8.4 (7.74) 

neutral red 6.8/8.4 

quinoline blue 7.0/8.0 

cresol red yellow/ red 7.2/8.8 (8.12) 

m-nitrophenol colorless/yellow (8.26) 

m-cresol purple yellow/purple 7.4/9.0 (8.3) 

thymol blue yellow/blue 8.0/9.6 (8.89) 
As a rule, indicator quantities from 0.001 to 0.05 mg per metering 
unit are sufficient. When compressed products are prepared, the indicator 
is worked into the metering unit when the color change is to be observed 
on the compressed product surface itself. If the observation of the color 
change in a separate medium is preferred, e.g. , in a small amount of water 
or on a filter paper, the color indicator can also be contained in it. 

In accordance with a preferred configuration, the metering unit also 
contains a germicidal agent, such as, e.g. , p - hydroxy benzoate. In sterile 
reagent mixtures, it serves to suppress the growth of the germs after 
the incubation and can prevent the proliferation of germs in non- sterile 
preparations during storage. 

In accordance with an additional preferred configuration, the reagent 
mixture contains an inert extender, if it is to be pressed into a compressed 
product. It can make up 1 to 50 times the volume of the components a 
to c which are contained in the compressed product and serves to give 
the quantity of the components a, b, and, possibly, c an easily manageable 
shape and size. The mentioned components alone yield a very small 
compressed product size in the required quantity, which is less easily 
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handled than a compressed product of the desired quantity of 20 to /5 
1,000, preferably, 50 to 500 mg. 

The extender must be viewed as inert, if it does not adversely affect 
the urease determination. Above all, it must not bring the pH value out 
of the desired range during the determination or suppress the rise in 
the pH during the urease determination. Moreover, it cannot lower the 
activity of the urease or act in a hydrolyzing way on urea itself . ' Finally, 
it cannot contain any dyes that do not allow the color change of the 
indicator to be recognized, or only allow it to be recognized with 
difficulty. Appropriate options, e.g., include sodium carboxy methyl 
starch, cellulose and cellulose derivatives, such as methyl cellulose, 
carboxy methyl cellulose, hydroxy propyl cellulose, hydroxy propyl methyl 
cellulose, as well as inorganic insoluble substances, such as calcium 
carbonate or colloidal silicon dioxide. 
Setup of metering unit 

To produce compressed products, the components of the reagent mixture 
are uniformly mixed in the appropriate purity and suitable particle size 
and pressed into compressed products (1) in a manner generally familiar 
to the art. Their shape and size should be appropriate to carry out 
individual determinations of biopsates. As a rule, the weight of a 
compressed product is under 1 g, preferably, under 500 mg, for instance, 
between 20 and 200 mg. The preferred weight is about 30 mg. The weight 
tolerance is high. The shape should be conducive to being handled during 
the deposition of the biopsate and several drops of water. Flat, round 
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tablets from 3 to 25 mm in diameter are advantageous, whereas the surfaces 
(2) can be of a slightly concave shape. 

The compressed products can be packaged non- sterile for quick tests 
for the screening of biopsates, but are preferably sterilized to rule 
out erroneously positive results. 

The amount of the pulverulent reagent mixture (3) provided for a 
metering unit can also be filled into a plug-type capsule comprised of 
two capsule halves (4, 5). Standard commercially available plug-in 
capsules of hardened gelatine or synthetic water-soluble polymers are 
appropriate for this purpose. Because, in this case, the concurrent use 
of extenders does not make sense, extremely small capsules, for instance, 
in a size from 5 to 10 mm, are sufficient. It is also possible to seal 
the dosage quantities between two metal or plastic foils, or to heat-seal 
them. In principle, any dosage form is appropriate from which the dry 
reagent mixture can easily be introduced into a test solution. 
The use of the metering unit /j> 

If all components a to c of the reagent mixture, as well as, possibly, 
an extender, are contained in one compressed product and the biopsate 
is deposited on its surface, the color change appears directly on the 
surface of the compressed product, if the finding is positive. An even 
greater sensitivity is realized if the compressed product (1) lies on 
a dry, absorbent, thin substrate, e.g., a filter paper (6), during the 
determination, so that the aqueous test medium is absorbed there and lets 
the contained pH indicator be seen as a colored ring (7) around the 



compressed product. With this kind of determination, the pH indicator 
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does not have to be contained in the compressed product itself, but can 
instead be located in the absorbent substrate. 

The urease determination can also be carried out in a slightly greater 
amount of liquid, for instance, 0.5 to 2 ml. In this case, no further 
requirements are placed in the shape of the metering unit other than that 
it is easily handled and that the contained reagent mixture in the test 
liquid is released quickly . The compressed product and encapsuled metering 
units can be used in the same manner. The color change in the event of 
a urease content can then be seen in the test liquid itself. 
Claims 

1. Metering unit to carry out a urease determination by means of 
a reagent mixture with a content of 

a) urea, 

b) a small amount of a buffer substance for the pH range 5.0 

- 7.5, 

c) and a pH indicator which has a color change in the pH range 
between 5.5 and 8.5, but above the buffer range, 

that the metering unit is anhydrous and, at least, contains the components 
a and b in a quantity appropriate for the urease determination. 

2. Metering unit in accordance with Claim 1, characterized in that 
it additionally contains a germicidal agent. 

3. Metering unit in accordance with Claim 1 or 2, characterized 
in that the component c is a component of the metering unit. 

4. Metering unit in accordance with one or several of the Claims 
1 to 3, characterized in that it is in the form of a compressed product. 



10 



5. Metering unit in accordance with Claim 4, characterized in that 
it contains an inert extender. 

6. Metering unit in accordance with one or several of the /7 
Claims 1 to 4, characterized in that it is hermetically enclosed in a 
receptacle equipped with a seal . 

7. Metering unit in accordance with Claim 4, characterized in that 
the compressed product has a weight under 1 g, preferably, under 500 eng. 
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* In an analytical unit for urease determn. using a reagent 
consisting of urea, buffer for pH 5-7.5 and pH indicator which changes 
colour at 5.5-8.5 (which must be above the pH of the buffer), the unit 
is free of water and contains an adequate amt. (for a urease assay) of 
urea and/or the buffer. 

The unit may also contain a germicide/ the indicator and an inert 
extender. It is pref. formulated as a tablet of wt. below 1, pref . 
below 0.5 g, and may be enclosed within a sealed container. 

USE /ADVANTAGE - Determn, of urease in biopsy samples of gastric 
mucosa is used to diagnose Campylobacter pyloridis infections. These 
units are easy to prepare, handle and package and have unlimited 
storage life. (7pp Dwg.No.0/3) 
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